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Los compuestos orgánicos volátiles (COVs) son el interfaz de interacción entre plantas y el 
resto de los organismos vivos. Su síntesis puede ser sistémica, relacionada con un órgano como las 
flores o provocada como repuesta a estrés biótico y abiótico. Presentan aplicaciones agrícolas que 
van desde la búsqueda de métodos sostenibles para el control de plagas y defensa de las plantas, a la 
producción de sabores y fragancias. Se ha estudiado el efecto de la sobreexpresión del gen 
CYCLING DOF FACTOR (CDF) de Chlamydomonas reinhadtii (CrDOF) en Arabidopsis sobre la 
emisión de volátiles de hoja. Se ha analizado la producción de volátiles, por cromatografía de gases-
espectrometría de masas (GC-MS), de 4 líneas de plantas de Arabidopsis thaliana del ecotipo 
Columbia (Col-0), de las cuales 3 eran líneas independientes en las que se había sobreexpresado el 
gen CrDOF  y la restante era una variedad silvestre. Los volátiles mayoritarios encontrados y en los 
que se ha centrado este trabajo han sido: Hexanal, (E)-2-Hexenal, Benzaldehído, β-Cyclocitral, β-
Ionona y Dihydroactinidiolide. Éstos tienden a emitirse en niveles superiores en las plantas que 
sobreexpresan CrDOF. Dicho aumento es estadísticamente significativo en diferentes horas del día. 
De hecho, las diferencias tienden a observarse en las horas diurnas. Los cambios observados, aunque 
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2 ABSTRACT 
Volatile Organic Compounds (VOCs) form an interphase of connection between plants and 
other living organisms. They are synthesised by default, are specific of certain organisms and can be 
induced by abiotic and biotic stresses. They have many applications, from plague control and plant 
defence sustainable methods to flavour and fragrances elaboration. We have studied the effect of 
overexpression of the gene CYCLING DOF FACTOR (CDF) from Chlamydomonas reinhardtii 
(CrDOF) in Arabidopsis on volatile emission. Volatiles production has been analyzed by gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), on 4 Columbia (Col-0) ecotype Arabidopsis thaliana 
plant lines: 3 of them were independent lines in which CrDOF gene was overexpressed, the 4th one 
was a wild variety. This work focuses on the main volatiles identified: Hexanal, (E)-2-Hexenal, 
Benzaldehyde, β-Cyclocitral, β-Ionone y Dihydroactinidiolide. These ones tend to be emitted in 
higher levels by plants in which CrDOF is overexpressed. This increase is statistically significant in 
different hours in one day. In fact, differences tend to be observed in daylight hours. The changes 
observed, although they are not homogeneous, are enough to conclude that CrDOF gene activates 
volatiles emission in Arabidopsis leaves. 
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3 INTRODUCCIÓN 
3.1 ARABIDOPSIS THALIANA, SU IMPORTANCIA GENÉTICA 
Arabidopsis es un género de plantas herbáceas de la familia de las brasicáceas (Cruciferae o 
Brassicaceae). Este género cuenta con muchas especies de la que cabe destacar Arabidopsis thaliana. 
Ésta es una especie con una amplia distribución natural en todo Europa, Asia, y América del Norte 
(Meinke et al., 1998). Muchos ecotipos diferentes han sido recogidos de poblaciones naturales y 
están disponibles para el análisis experimental.  Los ecotipos más aceptados para estudios genéticos 
y moleculares son Columbia (Col-0) y Landsberg. El ciclo de vida completo, incluyendo la 
germinación de la semilla, la formación de la roseta, el crecimiento del tallo principal, la floración y la 
maduración de las primeras semillas, se completa en 6 semanas. Las flores tienen 2 mm de largo y se 
fecundan por auto-polinización. Las semillas presentan 0,5 mm de longitud en la madurez y se 
producen en las frutas conocidas como silicuas. Las hojas están cubiertas con pequeños pelos 
unicelulares conocidos como tricomas, que son importantes para el estudio de la morfogénesis y la 
diferenciación celular. Las plantas pueden ser cultivadas en placas Petri o mantenidas en macetas 
situadas en invernaderos o en cámaras de cultivo en el laboratorio. La floración comienza 
aproximadamente 3 o 4 semanas después de la siembra en condiciones de días largos, y la 
inflorescencia resultante forma una progresión lineal de flores y silicuas antes del inicio de la 
senescencia. Las flores se componen de un verticilo exterior de cuatro sépalos verdes y espirales 
interiores que contienen cuatro pétalos blancos, seis estambres, y un gineceo central que forma la 
silicua. Las plantas maduras alcanzan de 15 a 20 cm de altura. Las raíces son de estructura simple, 
fácil de estudiar, y realizan relaciones simbióticas con bacterias fijadoras de nitrógeno (Meinke et al., 
1998). 
Esta especie se ha convertido en el organismo de elección para una amplia gama de estudios 
de las plantas. Las investigaciones en Arabidopsis reflejan que esta simple angiosperma sirve como 
modelo no sólo para la biología de plantas, sino también para abordar cuestiones fundamentales de 
la estructura y la función biológica común a todos los eucariotas. La investigación con Arabidopsis ha 
aclarado el papel importante que el análisis de los genomas de plantas puede jugar en la comprensión 
de los principios básicos de la biología, dentro de este género. A. thaliana no es una planta de 
importancia económica desde el punto de vista agronómico, sin embargo está emparentada con la 
col, la coliflor y el brócoli, que si la tienen, sobre todo en la Región de Murcia. A. thaliana presenta 
diversas características como: ciclo de vida relativamente corto, requiere espacios pequeños para 
desarrollarse, produce muchas semillas, crece fácilmente en cámaras de crecimiento, tiene un 
genoma relativamente pequeño comparado con las demás plantas, y además se conoce su secuencia 
genómica, lo cual la convierten en un excelente modelo de estudio para la investigación de genética 
molecular. Así pues, estas características permiten manipular mediante ingeniería genética, de manera 
más fácil y rápida, el genoma de A. thaliana.  
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El genoma de A. thaliana cuenta con aproximadamente 125 millones de bases o 125 
megabases, dentro del cual, se encuentran 33518 genes (TAIR v9), 27379 de los cuales codifican 
para proteínas pertenecientes a más de 11000 familias. Este material genético se encuentra 
distribuido dentro de 5 cromosomas, que presentan densidad génica, niveles de expresión y 
distribución de repetidos semejantes (Arabidopsis & Initiative, 2000). Esta planta es diploide, por lo 
que el número total de cromosomas que tiene es n= 10. La duplicación de todo el genoma es un 
evento común en plantas con flores, A. thaliana ha experimentado dos o posiblemente tres eventos 
de este tipo a lo largo de su historia. Por esta razón, su genoma presenta numerosas duplicaciones, 
que incluyen duplicaciones de genes en “tandem” y duplicaciones a gran escala en sus diferentes 
cromosomas, afectando a más del 40% del total de los genes (Arabidopsis & Initiative, 2000). 
 
3.2 RELOJ CIRCADIANO  
Las plantas necesitan coordinar toda su fisiología y su reproducción con la información del 
ambiente que las rodea. Los ritmos biológicos permiten a las plantas anticiparse a ciertas condiciones 
exteriores cambiantes. Los relojes biológicos son los encargados de generar los ritmos biológicos, y 
entre éstos los de mayor relevancia para las plantas son los que ocurren en periodos cercanos a un 
día o ritmos circadianos (Lucas, 2013). El reloj circadiano es una compleja red de genes que controla 
numerosos aspectos endógenos (metabólicos o fisiológicos) que se repiten diariamente. Algunos 
ejemplos incluyen el mantenimiento de órganos fotosintéticos, la emisión de volátiles, el momento 
de polinización, la floración o los niveles hormonales (Egea et al. 2013).  A. thaliana es una planta 
modelo para el estudio del reloj circadiano, dada la importancia de éste como controlador general de 
crecimiento de las plantas, el desarrollo y la respuesta al estrés.  Además, esta planta se usa para 
identificar los genes del reloj circadiano que causan modificaciones en los rasgos hortícolas (Egea et 
al., 2013). También, el reloj circadiano presenta un amplio espectro de acción, ya que interviene en el 
control del patrón de expresión de aproximadamente el 30% de los genes de Arabidopsis (Fornara et 
al., 2009). Así pues, esto refleja la importancia del reloj circadiano en el control de procesos celulares 
básicos y también a nivel de los órganos. 
 
3.3 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN DOF 
Los factores de transcripción o TFs (Transcription Factors) son proteínas que regulan la 
expresión de un gran número de genes implicados en importantes procesos biológicos, al ser 
estimulados por señales citoplasmáticas. Los TFs presentan la capacidad de activar o reprimir la 
transcripción de los genes diana, por medio de su unión a los elementos cis de las secuencias 
promotoras de estos genes (Shuichi, 2002). Esta unión pueden realizarla por sí solos o formando 
complejos. Aproximadamente el 5% del genoma de Arabidopsis codifica para más de 1500 TFs, los 
cuales, en función de los dominios de unión al ADN conservado, se pueden clasificar en 50 familias. 
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Algunos TFs son específicos de las plantas, como por ejemplo la familia de factores de transcripción 
DOFs (DNA with ONE FINGER) (Shuichi, 2002). 
Las proteínas DOFs de plantas vasculares están involucradas en procesos fisiológicos como: 
asimilación del nitrógeno y fijación del carbono fotosintético, germinación de semilla, metabolismo 
secundario, respuesta al fotoperiodo, floración y tolerancia al estrés abiótico y biótico (Shuichi, 2002).  
Los CDFs (CYCLING DOF FACTORS) de A. thaliana llamados así porque su expresión 
oscila con el ritmo circadiano, codifican para un factores de transcripción del tipo DOF. Hasta el 
momento, la función conocida de los CDFs ha sido su implicación en los procesos de floración 
dependientes del fotoperiodo, a través de la represión del factor de transcripción CONSTANS (CO), 
que promueve la floración cuando los días se hacen más largos (Fornara et al., 2009). 
Los TFs DOF presentan un dominio DOF de unión al ADN conservado y localizado en el 
extremo amino terminal de la proteína. Este dominio está constituido por 52 residuos aminoacídicos 
con 4 cisteínas CX2CX21CX2C (X representa cualquier aminoácido). Dichas cisteínas unen un 
átomo de zinc (Zn2+) formando la configuración típica denominada dedo de zinc (Shuichi, 2002). Un 
mismo DOF puede presentar una función dual, activando o reprimiendo la transcripción de 
diferentes genes, por tanto, el gen diana tiene un papel relevante en la determinación de su función 
(Shuichi, 2002).  La capacidad de los DOFs de la activación o represión de la transcripción depende 
de diversos factores, como la presencia de dominios específicos en las regiones amino o carboxilo 
terminal. También está implicado en la funcionalidad de los DOFs la asociación con otros TFs DOF 
o con TFs de otras familias (Shuichi, 2002). Esta interacción ayuda a la especificidad y selección de 
las señales correctas en los promotores de los genes diana.  
 En Chlamydomonas reinhardtii, un género de algas verdes unicelulares flageladas que se usa 
como organismo modelo en biología molecular, se ha descrito la existencia de una única copia de 
este factor de transcripción (CrDOF) (Lucas, 2013). La expresión de CrDOF está regulada, tal y 
como ocurre con los CDFs, tanto por el reloj circadiano como por el fotoperiodo.  
En una secuencia del genoma completo de Arabidopsis se han encontrado 37 genes putativos 
DOF, siendo uno de ellos un pseudogén. Un árbol filogenético categoriza las proteínas DOF de 
Arabidopsis en siete subgrupos (Shuichi, 2002). CrDOF filogenéticamente está relacionado con el 
control de la regulación fotoperiódica primitiva. Una parte de las funciones de los DOFs habrían 
sido heredadas del único gen presente en algas CrDOF, y esto podría deberse a un mecanismo de 
evolución conjunta de un grupo de genes o a la utilización de ciertas redes reguladoras ancestrales 
(Lucas, 2013). La conservación de la función del TF CrDOF a lo largo de la evolución se muestra en 
la interacción con los CDFs, potenciando su efecto inhibidor de la floración en Arabidopsis (Lucas, 
2013).  
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3.4 VOLÁTILES EN PLANTAS 
Las plantas emiten muchos compuestos orgánicos volátiles (COVs). El olor que liberan las 
plantas, tanto de flores y frutos como de hojas, es muy valorado por su importancia comercial y 
estética. Los volátiles de plantas ocurren típicamente como una mezcla compleja de compuestos 
lipofílicos de bajo peso molecular derivados de diferentes rutas biosintéticas. Están aparentemente 
producidos como parte de una estrategia de defensa contra el estrés biótico y abiótico, así como para 
contribuir a diversas funciones fisiológicas del organismo productor (Maffei et al., 2011). La 
bioquímica y la biología molecular de las sustancias volátiles de plantas es compleja, e implica la 
interacción de varias vías bioquímicas y cientos de genes, que conducen a la producción de una 
amplia gama de COVs. Los COVs constituyen aproximadamente el 1% de los metabolitos 
secundarios conocidos en las plantas. Todas las plantas son capaces de almacenar y emitir COVs, 
pero el proceso muestra una variación genotípica notable, así como plasticidad fenotípica (Maffei et 
al., 2011). 
Los compuestos volátiles de plantas, desde un punto de vista fisiológico, están involucrados en 
estos procesos: la interacción planta-planta, la señalización entre organismos simbióticos, la atracción 
de polinizadores y dispersores de semilla, así como la repulsión de algunos herbívoros. Por ejemplo, 
los daños producidos en hojas o en otros tejidos vegetativos por herbívoros estimula la emisión de 
compuestos volátiles que atraen a los depredadores de éstos. Así pues, este fenómeno recoge el 
papel de los COVs en la defensa de las plantas (Unsicker et al., 2009). 
Desde un punto de vista químico los COVs pertenecen a diversas clases de productos 
naturales como terpenoides, productos de degradación de ácidos grasos, productos derivados de 
ácidos, alcoholes, aldehídos y cetonas de diverso origen biogenético (Maffei et al., 2011). 
Los terpenoides o isoprenoides son un grupo diverso de compuestos que presentan una 
variedad de funciones en las plantas, que van desde la resistencia del estrés por calor, componente de 
la membrana celular, hormonas vegetales hasta pigmentos fotorreceptores, pero también 
desempeñan un papel de defensa directa contra los herbívoros, así como indirecta atrayendo a los 
enemigos naturales de los mismos (Degenhardt & Lincoln, 2006). Los carotenoides son un 
importante subgrupo de compuestos isoprenoides, caracterizado por la presencia de 40 carbonos 
(tetraterpenos), cuya degradación oxidativa produce una gran cantidad de derivados más pequeños, 
llamados apocarotenoides, que poseen una gama de diferentes estructuras químicas y actividades 
biológicas. Los apocarotenoides, que tienen menos de 15 átomos de carbono, presentan un gran 
interés económico en la industria química, ya que son utilizados en la producción de sabores y 
fragancias (Serra, 2015). Ciertos compuestos orgánicos volátiles, como la β-Ionona, se derivan a 
partir de la degradación de carotenoides a través de la acción de escisión de carotenoides 
dioxigenasas (CCDs)(Maffei et al., 2011). 
Las oxilipinas son otra clase importante de COVs que se generan a partir de ácidos grasos que 
se escinden en volátiles de hojas verdes (GLVs, Green Leaf Volatiles) y derivados del ácido jasmónico 
(AJ) (Maffei et al., 2011), cuya producción y actuación es crítica para la activación de una respuesta 
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de defensa. Los AJ constituyen las hormonas de defensa de la planta, y regulan la activación de la 
respuesta inmune a través de rutas de señalización específicas. El Metil Jasmonato (MeJA) se deriva 
del AJ y es un COV utilizado en defensa de las plantas (Degenhardt & Lincoln, 2006).Tras un daño 
mecánico o de herbívoro los GLVs son liberados casi de inmediato, como los C6-aldehídos, 
alcoholes y ésteres, derivados de la ruta de la lipoxigenasa (LOX) exclusiva de los ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs, Poly-Unsaturated Fatty Acids), que caracterizan el olor típico de las hojas 
dañadas (Unsicker et al., 2009).   
Los progresos en las técnicas de análisis, la biología molecular y la bioquímica, han permitido 
aclarar las vías biosintéticas, enzimas y genes involucrados en la producción y emisión de los COVs, 
lo que ha ayudado a conocer parcialmente la razón del porqué se producen este tipo de sustancias, 
así como el papel que desempeñan en la interacción con otros organismos y con el medio (Maffei et 
al., 2011). En la identificación de los compuestos volátiles influyen por una parte, el estado de 
maduración, el genotipo, las condiciones climáticas y de almacenamiento del cultivo, y por otra el 
método utilizado para la preparación de la muestra y de las condiciones en los análisis 
cromatográficos. A pesar de estos progresos, el análisis de volátiles en Arabidopsis no es simple, 
debido al pequeño tamaño de la planta y la baja emisión de los compuestos volátiles.  
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4 OBJETIVO 
El objetivo del presente trabajo es determinar si la sobreexpresión del gen de Chlamydomonas 
reinhardtii CrDOF, produce cambios en los niveles de volátiles emitidos por la hoja en la planta 
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5 MATERIAL Y MÉTODOS  
5.1 MATERIAL VEGETAL  
El material vegetal que se utilizó (Figura 1.a) fueron 4 líneas de Arabidopsis thaliana ecotipo 
Columbia (Col-0): tres líneas independientes de plantas transgénicas de A. thaliana que 
sobreexpresan el marco abierto de lectura completo de CrDOF bajo un promotor constitutivo 
35S:CrDOF (Tabla 1) y una línea silvestre. Dichas líneas fueron suministradas por el Dr. Federico 
Valverde. La secuencia de cADN codificante del gen CrDOF  y las características de la construcción 
utilizada se muestran a continuación. 
5' - GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGTAG 
ACGGTGGTTCG - 3' y 5' - GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACCTAGCA 
CCCGAGTAAGC - 3' con el codón STOP y 5' - GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT 
GGGTCCCTAGCACCCGAGTAAGCGGC - 3' sin el codón STOP utilizado para fusiones amino-
terminales 
Tabla 1. Construcciones desarrolladas en el grupo del Dr. Federico Valverde  para la sobreexpresión del gen CrDOF.  
Plásmido Características Nombre de la línea transgénica Referencia 
pEG100 
Vector de expresión génica en plantas (KmR en 
bacteria y BASTAR en plantas). Clonación 
mediante sistema Gateway. Usado para 
transformar Arabidopsis 
35S:CrDOF (Lucas, 2013) 
 
Se sembraron 36 semillas de Col-0, y también 36 semillas de cada línea que sobreexpresa 
CrDOF (CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) en 9 maceteros  por cada línea (4 plantas/macetero). Las 
plantas se cultivaron en una cámara, cuyas condiciones eran 23 ºC luz (16 h) y 18 ºC oscuridad (8h) 
dispuestas de manera aleatoria sobre bandejas de plástico (Figura 1.b). El periodo de luz comenzaba  
a las 08:00h y finalizaba a las 00:00h, mientras que desde las 00:00h hasta las 08:00h se consideraba 
periodo de oscuridad (fotoperiodo: 16h luz-8h oscuridad). 
 




Figura1. a) Las 4 líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2, CrDOF3) a las 3 semanas de la siembra; b) Bandejas en el 
interior de la cámara de cultivo. 
 
 
5.2 PROPAGACIÓN DE LAS SEMILLAS 
Para la propagación de las líneas de interés de Arabidopsis, primero se pusieron las semillas en 
placas Petri con papel secante empapado en agua durante 1 semana, a continuación las semillas se 
sembraron en maceteros. Se cultivaron en el interior de cámaras hasta que cumpliesen su ciclo de 
vida (6 semanas aproximadamente), y presentaran silicuas maduras. Por otro lado, se recolectaron las 
semillas de las silicuas y se dejaron secar en placas Petri. Una vez secas, se procedió a la recogida, y 
almacenamiento de las mismas a 4 °C para su mantenimiento durante un largo periodo de tiempo. 
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5.3 ANÁLISIS DE VOLÁTILES 
5.3.1 Análisis experimental  
Para la extracción de los COVs de las hojas, se realizaron 4 puntos de muestreo durante 24 
horas para medir los volátiles cada 6 horas de todas las líneas, como se indica en la Tabla 2. El orden 
de los puntos de muestreo fue el siguiente: B-C-D-A. 
Tabla 2.  Puntos de muestreo en el ensayo de 24h. 
A B C D 
08:00h-14:00h 14:00h-20:00h 20:00h-02:00h 02:00h-08:00h 
 
Para cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y 
D= 02:00h a 08:00h) y línea se realizó el mismo procedimiento, descrito a continuación. El punto A 
(08:00h a 14:00h) representa las horas del día de la mañana y el punto B (14:00h a 20:00h) representa 
las horas del día de la tarde. El estado fenológico en el que se encontraba el material vegetal era 
floración y comienzo de frutos. En primera instancia, se tomó el material vegetal (hojas) de 3 plantas 
de 3 maceteros independientes para cada repetición, la cantidad de material utilizado osciló entre los 
0,45 g y 0,60 g de peso, dependiendo del estado y cantidad de hojas (Tabla 3). Para cada punto de 
muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h) y 







Análisis de emisión de volátiles en Arabidopsis thaliana. Efecto de la sobreexpresión del gen CrDOF 
 
26  
Tabla 3. Peso de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 









Co-0_1 0,601 0,601 0,559 0,553 
Col-0_2 0,530 0,601 0,555 0,457 
Col-0_3 0,573 0,565 0,504 0,510 
CrDOF1_1 0,601 0,595 0,552 0,581 
CrDOF1_2 0,575 0,598 0,597 0,599 
CrDOF1_3 0,593 0,587 0,593 0,601 
CrDOF2_1 0,601 0,553 0,554 0,480 
CrDOF2_2 0,598 0,575 0,545 0,575 
CrDOF2_3 0,599 0,572 0,450 0,501 
CrDOF3_1 0,575 0,582 0,455 0,457 
CrDOF3_2 0,574 0,582 0,458 0,458 
CrDOF3_3 0,595 0,451 0,452 0,475 
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El material vegetal se trituró con nitrógeno líquido (Figura 2.a) en un mortero, y se depositó 
en unos viales de 20 mL provistos con tapón de cierre de rosca y septum de silicona/PTFE 
(Supelco), que contenían 4 mL de una disolución de cloruro sódico (NaCl) al 1%. (Figura 2.b).  
 
Figura 2.a) Nitrógeno líquido; b) Viales de 20 mL en cuyo interior se encontraba 4 mL del medio de extracción de volátiles que 
se componía de una disolución de NaCl al 1% y el material vegetal triturado con nitrógeno líquido. 
Dentro de cada vial se introdujo, adherido a una barra metálica de 5 cm de longitud, un 
TwisterTM (Gerstel, Figura 3.a). Los Twisters, que son pequeñas barras magnéticas recubiertas de 
polidimetilsiloxano (PDMS), tenían una longitud de 10 mm y un espesor de adsorbente de 0.5 mm. 
Los viales con las muestras se incubaron en estufa (Kendro Heraeus® Herahybrid 6 Hybridisation 
Incubator) a 50ºC durante 6 horas (Figura 3.b), durante este tiempo cada TwisterTM estuvo 
adsorbiendo volátiles del espacio de  cabeza generado en cada vial.  




Figura 3.a) Viales en cuyo interior se introdujo un TwisterTM  adherido a una barra metálica de 5 cm de longitud; b) 
Muestras en incubación en el interior de una estufa a 50ºC durante 6 h. 
 
Además, también se realizó un control negativo de volátiles. Para ello se utilizaron tres viales 
con la disolución de NaCl al 1%, pero sin material vegetal. Estos datos se han empleado para la 
discriminación de los compuestos no emitidos por el material vegetal. 
 
5.3.2 Cromatografía 
Para la determinación analítica de los componentes volátiles que emiten las hojas en las 
condiciones de ensayo anteriormente descritas se recurrió a técnicas cromatográficas concretamente 
a la cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas (GC-MS). Los compuestos 
retenidos sobre el adsorbente eran liberados por desorción térmica directa y analizados en un 
cromatógrafo de gases  Agilent 6890N con detector de espectrometría de masas  5975 (Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, USA) provisto con una unidad térmica de desorción (TDU) e inyector 
con temperatura programable (PTV) con sistema de enfriamiento CIS 4 (Cooling Injector Sistem, 
Gerstel, Muelheim/Ruhr, Alemania). 
La desorción se llevó a cabo mediante calentamiento a 270º C durante 5 minutos en la unidad 
de desorción térmica  (TDU) en modo splitless y capturados en una trampa fría a -100º C, para su 
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posterior análisis cromatográfico. Además, este sistema estaba dotado de un brazo multifunción 
MPS2 (Gerst Muelheim/Ruhr, Alemania) que automatizaba todo este proceso. 
La separación cromatográfica se realizó en una columna HP-5MS UI (Agilent_J&W Capillary 
GC., Agilent Tech., CA) de 30 m de longitud, 250 μm de diámetro interno y 0,25 μm de espesor de 
relleno. Se utilizó helio como gas portador. Se trabajó en condiciones de presión constante y modo 
de inyección de venteo de disolvente (solvent vent) y ratio de Split 1:50. La temperatura del  horno 
inicial fue de 50ºC y ésta se incrementó hasta 70ºC, a 5ºC por minuto, y se mantuvo durante un 
minuto; después se incrementó hasta 240ºC a 10ºC por minuto, y se mantuvo durante 15 minutos. 
Para la detección en el espectrómeto de masas se empleó una fuente de impacto electrónico a 
70 eV. Las temperaturas de la fuente y cuadripolo fueron 230º y 150º C respectivamente y el rango 
de masas establecido fue de 40 a 450 uma a 4 scan/segundo. La línea de transferencia con el 
detector se mantuvo a 280º C. 
Los cromatogramas y espectros de masas se evaluaron con el software ChemStation 
G1701EA revisión E.02.02 SP1 (Agilent Technol). Los compuestos de interés se identificaron 
cualitativamente por comparación con la base de datos espectral del Instituto Nacional de 
Estándares y Tecnología (Wiley  10th Ed. 2013, NIST 2011b,  USA). 
 
5.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para el análisis estadístico se ha utilizado el programa R Commander y se ha calculado 
mediante el test t-Student. La hipótesis nula (entendida como la igualdad de las medias de las 
muestras) ha sido rechazada en el caso de que el valor P fuese menor o igual que 0,05. 
Previo a este test t-Student ha sido necesario realizar un test de Levéne para comprobar si se 
puede asumir que las varianzas de las muestras son iguales, ya que en función de esto va a ser 
diferente el test t-Student. La hipótesis nula (entendida como la igualdad de las varianzas de las 
muestras) ha sido rechazada en el caso de que el valor P fuese menor o igual que 0,05.  
Para el estudio de los compuestos de interés, se han analizado los datos referentes a las áreas 
integradas de los picos cromatográficos. La aplicación del test t-Student se ha realizado para 
comparar Col-0 con cada línea de CrDOF de cada compuesto para cada punto de muestreo, y  por 
otro lado, para comparar por pares los puntos de muestreo para cada línea.  
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6 RESULTADOS 
6.1 MATERIAL VEGETAL 
A lo largo del seguimiento del cultivo hasta el momento óptimo del ensayo (5-6 semanas),  se 
observaron notables diferencias fenotípicas entre las diferentes líneas. Col-0 floreció y se desarrolló 
antes que las 3 líneas transgénicas (CrDOF1, CrDOF2, CrDOF3) (Figura 4). Además, la línea 
CrDOF1, presentó un  desarrollo más lento.  
 
Figura 4.  Estado de crecimiento de las cuatro líneas utilizadas a las 4 semanas de la siembra.  Las plantas Col-0 
(izquierda) florecieron y se desarrollaron antes que las 3 líneas transgénicas. 
6.2 OPTIMIZADO DE METODOLOGÍA DE ANÁLISIS DE EMISIÓN DE VOLÁTILES 
EN A. THALIANA 
Se realizaron varias metodologías hasta hallar con la favorable para analizar los volátiles de A. 
thaliana. 
En la primera metodología que se aplicó se realizaron 3 repeticiones, 3 (replicas/línea) × 4 
líneas = 12 muestras, para cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3). En el interior de un 
vaso de precipitado se introdujeron 3 hojas de plantas de 3 maceteros independientes para cada 
repetición. En los mismos se añadió 4 mL de agua con 0,2 g de glucosa y un TwisterTM sostenido en 
una barra metálica de 5 cm de longitud. Las 3 hojas poseían un peso aproximado de (0,022-0,036 g). 
Cada vaso de precipitado con las muestras se introdujo en un desecador (2 L en el interior de una 
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cámara de cultivo durante 24 horas. Para la determinación de los compuestos volátiles de las hojas se 
analizaron las muestras por GC-MS.  
La segunda metodología aplicada fue igual que la descrita anteriormente, pero se varió el peso  
de las muestras de hojas a 0,5 g. En otro ensayo realizado para averiguar el material vegetal necesario 
se cogió 1 g de hojas, aplicando el mismo procedimiento.  
Los resultados obtenidos en la primera y segunda metodología que se realizaron no fueron de 
gran relevancia, ya que la emisión de volátiles se acercaba al ruido. Estas muestras también 
presentaban contaminación del entorno, debido a la poca emisión de las hojas y a que las muestras 
se encontraban en el interior de la cámara donde previamente había estado otro material vegetal. 
La tercera metodología que se realizó fue con inflorescencias. En viales de 10 mL se 
introdujeron entre 40 a 50 inflorescencias de cada línea, 0,3 mL de la solución de agua y glucosa, y 
un TwisterTM sostenido en una barra metálica de 5 cm de longitud. Estos viales se metieron en el 
interior de la cámara durante 24h. En este caso sí se obtuvieron resultados de volátiles emitidos por 
las inflorescencias, pero esta metodología no era viable para nuestro ensayo, debido a la gran 
cantidad de inflorescencias que se requerían para el mismo y la escasez de éstas. 
 
6.3  ANÁLISIS DE VOLÁTILES DE HOJA EN A. THALIANA 
De todos los resultados de las áreas integradas de los picos cromatográficos obtenidas, tanto 
en las líneas transgénicas (CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) de A. thaliana  como en Col-0, los volátiles 
más relevantes son los que aparecen en la Tabla 4, ya que lo emiten la mayoría de ellas. Este trabajo 
sólo se ha centrado en aquellos volátiles mayoritarios, que se emiten en todas las repeticiones de 




















Tabla 4. Volátiles más relevantes emitidos en las líneas estudiadas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3). 




000066-25-1 Hexanal 2.606 
006728-26-3 (E)-2-Hexenal 3.25 
000111-27-3 1-Hexanol 3.458 
000111-71-7 Heptanal 3.963 
018829-55-5 2-Heptenal 5.092 
000100-52-7 Benzaldehído 5.168 
004313-03-5 2,4-Heptadienal, (E,E)- 6.016 
004313-03-5 2,4-Heptadienal, (E,E)- 6.315 
000098-86-2 1-phenyl-ethanone, Acetophenone 7.492 
000432-25-7 β-Cyclocitral 10.40 
020189-42-8 1H-Pyrrole-2,5-dione 10.56 
000472-66-2 1-Cyclohexene-1-acetaldehyde 11.02 
002257-09-2 Benzene, (2-isothiocyanatoethyl)- 14.116 
014901-07-6 β-Ionona 14.392 
017092-92-1 Dihydroactinidiolide 15.001 
004237-44-9 Phenol, 2-(1-phenylethyl)- 17.301 
 
Tabla 5. Volátiles mayoritarios que se emiten en todas las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) y cuya 
calidad es mayor de 80%. 
CAS Nombre del compuesto TR (min) 
000066-25-1 Hexanal 2.606 
006728-26-3 (E)-2-Hexenal 3.25 
000100-52-7 Benzaldehído 5.168 
000432-25-7 β-Cyclocitral 10.40 
014901-07-6 β-Ionona 14.392 
017092-92-1 Dihydroactinidiolide 15.001 
 








Tabla 6. Volátiles mayoritarios que se emiten en todas las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) y cuya calidad es 
mayor de 80%. Fuente: NIST (National Institute of Standards and Tecnhology). 







Benzaldehído C7H6O InChI=1S/C7H6O/c8-6-7-4-2-1-3-5-7/h1-6H 














Figura 6. Estructura química de los COVs: a) Hexanal; b) (E)-2-Hexenal; c) Benzaldehído; d) β-Cyclocitral; e) β-
Ionona; f) Dihydroactinidiolide. Fuente: NIST (National Institute of Standards and Tecnhology). 
 
Se conoce que la sobreexpresión de CrDOF activa la ruta de síntesis o transducción de señales 
de MeJA en base a análisis de micromatrices de ARN (estudios no publicados). Es por ello, que se 
utilizó un patrón (Sigma-Aldrich Methyl jasmonate 95%, 392707 Aldrich) de este compuesto para su 
correcta identificación y eventual cuantificación, pero nuestros resultados indican la ausencia de 
emisión de MeJA (Anexo I). 
A continuación, se muestran las áreas integradas de los picos cromatográficos y el análisis 
estadístico de los compuestos Hexanal, (E)-2-Hexenal, Benzaldehído, β-Cyclocitral, β-Ionona y 
Dihydroactinidiolide, de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) y punto de muestreo 






El compuesto Hexanal tiende a emitirse por encima de Col-0 en las líneas transgénicas, en la 
mayoría de los puntos de muestreo, excepto en CrDOF3 que está por debajo en los puntos C 
(20:00h a 02:00h) y D (02:00h a 08:00h) (Tabla 7 y Gráfico 1). Hay diferencias estadísticas 
significativas (teniendo en cuenta que el p-valor es menor que 0,05)  en el punto A (08:00h a 14:00h) 
entre Col-0 vs CrDOF3, en el punto B (14:00h a 20:00h) las hay entre  Col-0 vs CrDOF2, y en el D 
(02:00h a 08:00h) entre Col-0 vs CrDOF1. Por tanto, se puede decir que a lo largo del día se aprecian 
notables diferencias entre las líneas transgénicas y Col-0 para este compuesto.  
 
Tabla 7. Media de las áreas y desviación típica de cada línea. Análisis estadístico del compuesto Hexanal entre las líneas (Col-0, 
CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 




























Col-0 7925 1003 8627 708 9709 6145 9363 2239 
CrDOF1 15742 6604 18502 6546 18928 5819 14604 1726 
CrDOF2 8921 2730 21752 1509 14077 6504 9862 1223 
CrDOF3 14191 949 11410 4823 9468 2561 8881 232 
 p-valor A p-valor B p-valor C p-valor D 
Col-0 vs 
CrDOF1 0.1742 0.1189 0.1322 0.03255 
Col-0 vs 
CrDOF2 0.585 0.0001675 0.4454 0.7517 
Col-0 vs 










Gráfico 1. Áreas integradas del compuesto Hexanal de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto 
de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 
Se encuentran diferencias significativas para Hexanal a lo largo de las 24 h estudiadas (Tabla 8) 
en dos de las líneas. En CrDOF2 presenta un máximo en el punto B (14:00h a 20:00h), un mínimo 
en el punto A (08:00h a 14:00h). Mientras que CrDOF3 tiene diferencias significativas entre las horas 
de luz y de oscuridad, emitiendo mayor cantidad en las primeras. 
 
Tabla 8. Análisis estadístico del compuesto Hexanal  entre los puntos de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 




p-valor Col-0 p-valor CrDOF1 p-valor CrDOF2 p-valor CrDOF3 
A vs B 0.3785 0.6343 0.002051 0.3825 
A vs C 0.6458 0.5648 0.2742 0.0401 
A vs D 0.3676 0.787 0.6148 0.0007088 
B vs C 0.7769 0.9369 0.1173 0.5712 
B vs D 0.616 0.3751 0.0004484 0.4596 

































6.3.2  (E)-2-Hexenal 
El compuesto (E)-2-Hexenal tiende a estar por encima de Col-0 en las líneas transgénicas en la 
mayoría de los puntos de muestreo (Tabla 9 y Gráfico 2), excepto CrDOF2 que está por debajo en 
los puntos correspondientes a las horas de oscuridad y previas a éstas (puntos C y D) y CrDOF3 en 
las horas nocturnas (02:00h a 08:00h). Por otro lado, está muy igualado con Col-0 en el punto C 
(20:00h a 02:00h). No hay diferencias estadísticas significativas entre las líneas para cada punto de 
muestreo. 
 
Tabla 9. Media de las áreas y desviación típica del compuesto (E)-2-Hexenal para cada línea y punto de muestreo. Análisis 
estadístico entre las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; 




























Col-0 2640 517 6467 1491 7208 3604 5864 1403 
CrDOF1 4903 1788 8725 2664 8972 672 7703 1168 
CrDOF2 3188 1731 10480 2034 6155 1661 4488 1716 
CrDOF3 3085 1344 7899 1787 7305 1752 3850 403 
 p-valor A p-valor B p-valor C p-valor D 
Col-0 vs 
CrDOF1 0.103 0.2694 0.4515 0.1559 
Col-0 vs 
CrDOF2 0.6274 0.05103 0.6696 0.3429 
Col-0 vs 
CrDOF3 0.6208 0.3466 0.9686 0.07513 
 
  




Gráfico 2 Áreas integradas del compuesto (E)-2-Hexenal de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada 
punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 
Respecto a las diferencias del compuesto 2-Hexenal, (E)- dependiendo del  punto de muestreo 
(Tabla 10 y Gráfico 2), las líneas presentan diferencias significativas entre los puntos de las horas 
diurnas, presentando un mínimo en las horas de la mañana (A=08:00h a 14:00h) y un aumento en las 
horas de la tarde (B=14:00h a 20:00h). Tanto Col-0 como CrDOF1, mantienen ese aumento de 
emisión en las horas nocturnas, en cambio, las otras líneas transgénicas baja la emisión de este volátil.   
 
Tabla 10. Análisis estadístico del compuesto (E)-2-Hexenal entre los puntos de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 
20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h) para cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3). 
 
(E)-2-Hexenal 
  p-valor Col-0 p-valor CrDOF1 p-valor CrDOF2 p-valor CrDOF3 
A vs B 0.0137 0.1081 0.009105 0.02033 
A vs C 0.09547 0.02102 0.09876 0.02966 
A vs D 0.02021 0.0856 0.4077 0.3989 
B vs C 0.7584 0.8836 0.04625 0.7023 
B vs D 0.637 0.5759 0.01754 0.01865 




































El compuesto Benzaldehído tiende a estar por encima de Col-0 en las líneas transgénicas en el 
punto B (14:00h a 20:00h), y por debajo del mismo en las horas que corresponde a las horas de 
oscuridad y previas a éstas (Tabla 11 y Gráfico 3). No hay diferencias estadísticas significativas entre 
las líneas para cada punto de muestreo.  
 
Tabla 11. Media de las áreas y desviación típica del compuesto Benzaldehído para cada línea y punto de muestreo. Análisis 
estadístico entre las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; 




























Col-0 403 154 920 169 977 171 1085 642 
CrDOF1 391 61 1164 340 998 161 1089 89 
CrDOF2 525 128 1320 442 597 208 976 120 
CrDOF3 448 64 1102 102 769 86 854 205 
 p-valor A p-valor B p-valor C p-valor D Col-0 vs 
CrDOF1 0.9075 0.431 0.8872 0.9937 
Col-0 vs 
CrDOF2 0.3514 0.326 0.07015 0.7863 
Col-0 vs 
CrDOF3 0.6651 0.2176 0.1322 0.5842 
 
 




Gráfico 3. Áreas integradas del compuesto Benzaldehído de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada 
punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 
Respecto a las diferencias del compuesto Benzaldehído (Tabla 12 y Gráfico 3) dependiendo 
del  punto de muestreo, en las horas de la mañana hay un mínimo (A= 08:00h a 14:00h) y un 
aumento de emisión en las horas de la tarde (B=14:00h a 20:00h), donde hay diferencias 
significativas en Col-0, CrDOF2 y CrDOF3. En cambio, las líneas transgénicas tienden a emitir en 
menor cantidad en las horas nocturnas que en las horas de la tarde. Los resultados indican un 
desplazamiento de la emisión de benzaldehído que aumenta en las horas matutinas en presencia de 
CrDOF. 
 
Tabla 12. Análisis estadístico del compuesto Benzaldehído entre los puntos de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 
20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h) para cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3). 
 
Benzaldehído 
  p-valor Col-0 p-valor CrDOF1 p-valor CrDOF2 p-valor CrDOF3 
A vs B 0.03798 0.0548 0.04026 0.0007033 
A vs C 0.0124 0.003629 0.6371 0.006637 
A vs D 0.1479 0.000366 0.01119 0.03059 
B vs C 0.7352 0.4877 0.01119 0.01248 
B vs D 0.7561 0.7432 0.5759 0.1344 



































El compuesto β-Cyclocitral tiende a estar por encima de Col-0 en las líneas transgénicas (Tabla 
13 y Gráfico 4), excepto CrDOF2 y CrDOF3 en las horas previas a oscuridad (punto C) y CrDOF3 
en las horas nocturnas. Hay diferencias estadísticas significativas en los puntos correspondientes de 
las horas nocturnas (C y D) entre Col-0 y CrDOF1.  
 
Tabla 13. Media de las áreas y desviación típica del compuesto β-Cyclocitral para cada línea y punto de muestreo. Análisis 
estadístico entre las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; 




























Col-0 1588 476 3095 1240 2728 856 2757 80 
CrDOF1 3402 1187 4285 1495 4599 545 4702 642 
CrDOF2 2304 749 4630 245 2346 837 3570 1273 
CrDOF3 2162 674 3419 1062 2648 349 2597 217 
 p-valor A p-valor B p-valor C p-valor D 
Col-0 vs 
CrDOF1 0.07008 0.3486 0.03307 0.006489 
Col-0 vs 
CrDOF2 0.2349 0.1034 0.6098 0.3316 
Col-0 vs 
CrDOF3 0.2952 0.749 0.8876 0.2982 
 




Gráfico 4. Áreas integradas del compuesto β-Cyclocitral de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada 
punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 
Se encuentran diferencias significativas para β-Cyclocitral (Tabla 14 y Gráfico 4) a lo largo de 
las 24h estudiadas en dos de las líneas. CrDOF2 presenta un aumento de emisión en el punto B 
(14:00h A 20:00h) y un mínimo en el punto C (20:00h a 02:00h). Mientras que Col-0 tiene 
diferencias significativas entre el punto D (02:00h a 08:00) y A (08:00h a 14:00h). Tanto Col-0 como 
CrDOF1 mantienen ese aumento de emisión en las horas nocturnas, sin embargo, para CrDOF2 y 
CrDOF3 la emisión disminuye.  
 
Tabla 14. Análisis estadístico del compuesto β-Cyclocitral entre los puntos de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 
20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h) para cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3). 
 
β-Cyclocitral 
  p-valor Col-0 p-valor CrDOF1 p-valor CrDOF2 p-valor CrDOF3 
A vs B 0.1209 0.4677 0.006933 0.1584 
A vs C 0.114 0.1875 0.9514 0.329 
A vs D 0.0477 0.1705 0.2121 0.3463 
B vs C 0.6947 0.7495 0.01053 0.2984 
B vs D 0.6616 0.68 0.2299 0.2595 



































El compuesto β-Ionona tiende a estar por encima de Col-0 en las líneas transgénicas (Tabla 15 
y Gráfico 5), excepto CrDOF2 y CrDOF3 en las horas previas a oscuridad (punto C) y CrDOF3 en 
las horas nocturnas. Este compuesto presenta diferencias estadísticas significativas en el punto A 
(08:00h a 14:00) entre Col-0 vs CrDOF3 y en el punto D (02:00h y 08:00) entre Col-0 vs CrDOF1.   
 
Tabla 15.  Media de las áreas y desviación típica del compuesto β-Ionona para cada línea y punto de muestreo. Análisis 
estadístico entre las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; 
B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 β-Ionona 
 

























Col-0 5504 555 12744 5983 12364 4630 11508 630 
CrDOF1 14235 6112 17526 6660 18697 3089 19656 4527 
CrDOF2 10135 3557 20948 2375 9492 4038 15862 8086 
CrDOF3 8899 1886 15661 5456 11207 1254 11490 946 
 p-valor A p-valor B p-valor C p-valor D 
Col-0 vs 
CrDOF1 0.06938 0.4072 0.1201 0.03667 
Col-0 vs 
CrDOF2 0.08981 0.09187 0.4635 0.4051 
Col-0 vs 
CrDOF3 0.04032 0.5664 0.6975 0.9795 
 
 




Gráfico 5. Áreas integradas del compuesto β-Ionona de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada  punto 
de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 
A lo largo de las 24h estudiadas se encuentran diferencias significativas en dos de las líneas 
para β-Ionona (Tabla 16 y Gráfico 5). CrDOF2 presenta un máximo en el punto B (14:00h a 20:00h) 
y un mínimo en el punto C (20:00h a 02:00h). Mientras que Col-0 tiene diferencias significativas 
entre el punto D (02:00h a 08:00h) y A (08:00h a 14:00h).En general en las horas de la mañana hay 
un mínimo y en las horas de la tarde un aumento de emisión. Tanto Col-0 como CrDOF1 mantienen 
ese aumento de emisión en las horas nocturnas, sin embargo, para CrDOF2 y CrDOF3 la emisión 
disminuye.  
 
Tabla 16. Análisis estadístico del compuesto β-Ionona entre los puntos de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 
20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h) para cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3). 
 
β-Ionona 
  p-valor Col-0 p-valor CrDOF1 p-valor CrDOF2 p-valor CrDOF3 
A vs B 0.1052 0.5626 0.01188 0.1123 
A vs C 0.1222 0.3222 0.8461 0.1524 
A vs D 0.0002448 0.2847 0.3243 0.1006 
B vs C 0.9349 0.796 0.01331 0.291 
B vs D 0.74 0.6707 0.3549 0.3156 
































El compuesto Dihydroactinidiolide tiende a estar por encima de Col-0 en las líneas 
transgénicas (Tabla 17 y Gráfico 6),  excepto CrDOF2 y CrDOF3 en las horas previas a oscuridad 
(punto C) y CrDOF3 en las horas nocturnas. Éste no presenta diferencias estadísticas significativas  
entre las líneas para cada punto. 
 
Tabla 17. Media de las áreas y desviación típica del compuesto Dihydroactinidiolide para cada línea y punto de muestreo. 
Análisis estadístico entre las líneas (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para cada punto de muestreo (A=08:00h a 




























Col-0 653 120 1373 909 1330 413 1384 363 
CrDOF1 1231 639 1859 453 1622 208 2072 617 
CrDOF2 939 330 2042 434 1152 510 1817 667 
CrDOF3 873 83 1673 343 1196 47 1063 262 
 p-valor A p-valor B p-valor C p-valor D 
Col-0 vs 
CrDOF1 0.1986 0.4546 0.3354 0.1713 
Col-0 vs 
CrDOF2 0.2313 0.3147 0.6629 0.3785 
Col-0 vs 
CrDOF3 0.05985 0.622 0.6073 0.2826 








Gráfico 6.  Áreas integradas del compuesto Dihydroactinidiolide de cada línea (Col-0, CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) para 
cada punto de muestreo (A=08:00h a 14:00h; B=14:00h a 20:00h; C=20:00h a 02:00h y D= 02:00h a 08:00h). 
 
Respecto a las diferencias significativas del compuesto Dihydroactinidiolide (Tabla 18 y 
Gráfico 6) dependiendo del  punto de muestreo, en CrDOF2 y CrDOF3 presentan un máximo en el 
punto B (14:00h a 20:00 h) donde hay diferencias significativas; hay un mínimo en el punto C 
(20:00h a 02:00) en CrDOF2; y en Col-0 hay diferencias significativas entre el punto D (02:00h a 
08:00 h) y A (08:00 h a 14:00 h). En general en las horas de la mañana hay un mínimo y en las horas 
de la tarde un aumento de emisión. Tanto Col-0 como CrDOF1 mantienen ese aumento de emisión 
en las horas nocturnas, sin embargo, para CrDOF2 y CrDOF3 la emisión disminuye.  
 
Tabla 18. Análisis estadístico del compuesto Dihydroactinidiolide entre los puntos de muestreo (A=08:00h a 14:00h; 




  p-valor Col-0 p-valor CrDOF1 p-valor CrDOF2 p-valor CrDOF3 
A vs B 0.3032 0.2371 0.02484 0.01711 
A vs C 0.05277 0.3704 0.5768 0.004253 
A vs D 0.02969 0.1763 0.1103 0.2969 
B vs C 0.9431 0.4564 0.08273 0.07532 
B vs D 0.9864 0.6547 0.6509 0.07058 































Cabe destacar, que los compuestos Hexanal, β-Cyclocitral, β-Ionona y Dihydroactinidiolide 
tienden a emitirse en niveles superiores en las plantas que sobreexpresan CrDOF. En el caso del 
compuesto (E)-2-Hexenal y Benzaldehído tiende a emitir por debajo o igual que Col-0, excepto en 
CrDOF1 y durante las horas de la tarde que se emite mayor cantidad en las transgénicas que en Col-
0. Dicho aumento es estadísticamente significativo en diferentes horas del día. De hecho, las 
diferencias tienden a observarse en las horas correspondientes al día.  
La emisión de volátiles, tanto en Col-0 como en las líneas transgénicas, tiene un mínimo en las 
horas de la mañana (08:00h a 14:00) (excepto Hexanal) y tiende a aumentar en las horas de la tarde 
(14:00 a 21:00). Tanto Col-0 como CrDOF1 mantienen ese aumento de emisión en las horas 
nocturnas, sin embargo, en CrDOF2 y CrDOF3 la emisión disminuye.  
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7 DISCUSIÓN 
En este trabajo se ha estudiado el cambio en los niveles de volátiles emitidos por la hoja 
cuando se sobreexpresa el gen CrDOF  en la planta modelo A. thaliana. En el estudio en el que se ha 
sobreexpresado este gen en Arabidopsis se ha descubierto que CrDOF  inhibe la floración en esta 
planta modelo (Lucas, 2013). Este fenotipo se ha corroborado en este trabajo, porque se observaron 
notables diferencias, pues las plantas testigo Col-0 florecieron y se desarrollaron antes que las 3 
líneas transgénicas. Este retraso en la floración es debido a la sobreexpresión de CrDOF, ya que 
reprime la expresión de CONSTANS (CO). CO es uno de los genes centrales de la ruta 
fotoperiódica en plantas, ya que codifica a un activador transcripcional que induce la expresión del 
integrador floral FT (Flowering Locus T) en el momento adecuado del año (Lucas, 2013). El retraso de 
la floración por la sobreexpresión de CrDOF solo se observa en DL, al igual que los CDFs, ya que 
reprimen su transcripción cuando los días se hacen más largos (Lucas, 2013). Por tanto, esto 
demuestra que CrDOF está implicado en la ruta fotoperiódica de la floración.  
Este estudio sólo se ha centrado en aquellos compuestos volátiles mayoritarios, ya que se 
emiten tanto en  las líneas transgénicas (CrDOF1, CrDOF2 y CrDOF3) de A. thaliana  como en Col-0 
y cuya calidad de identificación por espectro de masas en base a la NIST, es mayor del 80%. Estos 
compuestos han sido: Hexanal, (E)-2-Hexenal, Benzaldehído, β-Cyclocitral, β-Ionona y 
Dihydroactinidiolide. Debido a que el gen de CrDOF está regulado tanto por el reloj circadiano 
como por el fotoperiodo, el ensayo ha sido realizado durante 24 horas. 
 
7.1 ALDEHÍDOS 
Los C6-aldehídos: Hexanal y Hexenal; junto con los alcoholes correspondientes son los 
principales compuestos volátiles responsables del olor de las hojas. Los aldehídos son los productos 
resultantes de la lisis de los hidroperóxidos por acción del enzima hidroperóxido liasa (HPL). Los 
hidroperóxidos a su vez, son los compuestos resultantes de la reacción enzimática de LOX con los 
ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en hojas de plantas (Zhuang et al., 1996). Los ácidos C18 se 
escinden en los compuestos C12 y C6 mediante la enzima HPL. El primer compuesto C6 sintetizado 
es (Z) -hex-3-enal, que se convierte entonces en otros GLVs, tales como (E) -2-hexenal (aldehído 
sintetizado en hojas) que conduce al 2-hexenol, o (Z) -3-hexenol (alcohol sintetizado en hojas) y (Z) 
acetato hex-3-enil (éster sintetizado en hojas) (Maffei et al., 2011). Los aldehídos producidos por 
HPL pueden ser reducidos a los correspondientes alcoholes en algunos vegetales. Estos productos 
con función aldehído y alcohol son componentes habituales del sabor y olor de hojas y frutos. Los 
aldehídos presentan una alta toxicidad debido a la gran reactividad de la función enal con grupos 
sulfhidrilo, amino e hidroxilo a través de reacciones de adición o formación de bases de Schiff 
(azometino). Por tanto, esto indica que hay una relación entre los aldehídos y el mecanismo de 
defensa de las plantas. 
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Distintas investigaciones han demostrado que Hexanal y Hexenal inhiben el crecimiento de 
microorganismos in vitro, principalmente hongos, y participan en la defensa de la planta (Gomi et al., 
2010; Zhuang et al., 1996). Los C6-aldehídos, tales como (E)-2-Hexenal y Hexanal, son compuestos 
que se han encontrado en hojas de A. thaliana, y estos volátiles fungicidas y bactericidas, también 
representan compuestos de señalización para inducir respuestas de defensa de las plantas (Gomi et 
al., 2010; Zhuang et al., 1990). El (E)-2-Hexenal muestra una acción considerablemente más 
inhibitoria que el Hexanal (Zhuang et al., 1996). Se ha confirmado que al aplicar un daño mecánico 
en las hojas de arroz (Oryza sativa), se produce una mayor emisión de (E)-2-Hexenal y Hexanal 
(Chehab et al., 2006). Todo esto indica la relación de estos volátiles con la respuesta de las plantas 
frente a estrés tanto abiótico como biótico.  En un estudio se ha demostrado que aplicando MeJA de 
manera exógena, aumenta en las plantas de A. thaliana, la cantidad de producción de Hexanal más de 
5 veces y la de (E)-2-Hexenal 4,6 veces (Avdiushko et al., 1995).  
La defensa de la planta hacia patógenos potenciales abarca una amplia variedad de 
mecanismos, como la síntesis de una gran diversidad de compuestos relacionados con la defensa a 
través la activación transcripcional de los genes correspondientes (Somssich et al., 1996). Se sabe que 
algunos factores de transcripción DOF están involucrados en procesos de respuesta a estrés biótico 
y abiótico, como es el caso del gen de Arabidopsis OBP2, que está implicado en la síntesis de 
sustancias de defensa como respuesta al ataque de herbívoros (Shuichi, 2002). La sobreexpresión de 
CrDOF activa la ruta del AJ (estudios no publicados) que está implicada en la defensa de las plantas, 
aun así en el análisis cromatográfico que se ha realizado no se ha detectado emisión de su éster 
metílico el MeJA. En cambio,  sí que se han obtenido otros productos como son el Hexanal y el (E)-
2-Hexenal que son oxilipinas al igual que el MeJA. Las oxilipinas son compuestos  resultantes de la 
oxidación de los PUFAs por medio de la LOX. En diversos estudios se han relacionado con la 
participación en la defensa vegetal, mediante la protección ante un daño celular ocasionado en los 
tejidos por patógenos o herbívoros, en tales plantas: A. thaliana, Nicotiana attenuata, Brassica oleracea, 
Zea mays y Lycopersicon esculentum, entre otras (Maffei et al., 2011).  
No se conocía hasta el momento que CrDOF en Arabidopsis aumentara en algunos puntos del 
día la emisión de Hexanal. Dentro de las líneas estudiadas, la que presentó una mayor emisión de 
este compuesto es CrDOF1. Esta mayor emisión de Hexanal puede estar relacionada con un mayor 
estrés de las plantas y el consecuente menor crecimiento de esta línea transgénica (CrDOF1).  En el 
caso del compuesto (E)-2-Hexenal, tiende a emitirse en niveles inferiores o iguales en las plantas 
transgénicas frente a Col-0. Excepto en el caso de CrDOF1 y en las horas de la tarde (14:00h a 
20:00h), que se emite en mayor cantidad en las transgénicas que en Col-0. 
Por otro lado y desde un punto de vista aplicado, el estudio de genes involucrados en la 
defensa vegetal tiene un gran interés de cara a la producción de cultivos. Esto puede presentar un 
avance en diversas aplicaciones agrícolas enfocadas a métodos sostenibles para el control de plagas y 
enfermedades fúngicas. Como se ha visto en este estudio, una posible desventaja de la activación 




El Benzaldehído es un compuesto químico que consiste en un anillo de benceno con un 
sustituyente aldehído. Es uno de los COVs más utilizados a nivel industrial, también se emplea 
normalmente como potenciador del sabor en alimentos y está relacionado con la defensa de las 
plantas. En algunos estudios se ha demostrado que el uso de compuestos aromáticos, como el 
Benzaldehído, en enmiendas orgánicas, pueden reprimir el número de nematodos parásitos de las 
plantas y algunas enfermedades transmitidas por el suelo (Avdiushko et al., 1995).  En A. thaliana se 
ha demostrado la emisión de Benzaldehído en relación con la defensa de esta especie (Somssich et 
al., 1996). En A. thaliana, las silicuas presentan niveles más altos de Benzaldehído que en las hojas 
(Ibdah et al., 2009). En el presente estudio la emisión de Benzaldehído en hojas de A. thaliana, tanto 
de las líneas transgénicas como de Col-0, es muy baja. A pesar de esto, en las horas de la tarde 
(14:00h a 20:00h) tiende a estar por encima de Col-0, aunque estadísticamente no es significativo.  
 
7.2 APOCAROTENOIDES 
Los apocarotenoides, tales como β-Ionona y β-Ciclocitral, son componentes importantes del 
sabor y el aroma en muchas frutas, verduras, y plantas ornamentales (Ohmiya, 2009).  
 La caracterización de un número de carotenoides dioxigenasas (CCD) de plantas han 
permitido la preparación directa de sabores específicos. Estas enzimas son capaces de escindir 
diferentes carotenoides proporcionando β-Ionona y β-Ciclocitral, entre otros (Serra, 2015). Estos 
dos compuestos han sido descritos en A. thaliana por (Kusano et al., 2013; Ramel et al., 2012), 
respectivamente. En A. thaliana se ha identificado CCD para la escisión de carotenoides que da lugar 
a derivados C13, C11, C10 y C9, principalmente (Serra, 2015). 
Algunos estudios han hecho hincapié en el papel funcional de moléculas derivadas de 
carotenoides como fitohormonas o mensajeros en las vías de señalización de estrés (Shumbe et al., 
2014). Por ejemplo, el estrés que induce la luz, produce la oxidación β-Caroteno en plantas de 
Arabidopsis, lo que lleva a la acumulación de diferentes derivados volátiles (Ramel et al., 2012). Cabe 
destacar, el papel importante que presenta β-Ciclocitral  en A.thaliana, debido a que induce cambios 
en la expresión de un gran conjunto de genes de respuesta al oxígeno singlete (1O2), una especie de 
oxígeno reactivo altamente tóxico, ya que provoca la oxidación de las biomoléculas y puede actuar 
como una molécula señal que conduce a la muerte celular. Este oxigeno se forma a partir de triplete 
de clorofilas excitados en los cloroplastos, especialmente cuando las plantas son expuestas a un 
exceso de energía de la luz (Ramel et al., 2012). Así pues, β-Ciclocitral se asoció con un aumento de 
la tolerancia del estrés fotooxidativo de las plantas (Shumbe et al., 2014). Estos efectos parecen ser 
específicos de β-Ciclocitral, ya que no se han observado con β-Ionona que no era capaz de inducir o 
reprimir la expresión de este gen. Sin embargo, se sabe que la oxidación de β-Caroteno produce 
otros compuestos volátiles, además de β-Ciclocitral y β-Ionona, tales como Dihydroactinidiolide 
(DHA) (Shumbe et al., 2014). Este último es una lactona (éster cíclico) resultante de la oxidación 
secundaria de β-Ionona. Curiosamente, DHA se acumula en hojas de Arabidopsis bajo alta tensión de 
luz (Shumbe et al., 2014). En realidad, el DHA es conocido por ser una molécula bioactiva en 
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animales. Es un componente de feromonas en insectos, como hormigas y en mamíferos tales como 
el gato y el zorro rojo (Rocca et al. , 1983), además se encontraron en este volátil efectos citotóxicos 
contra líneas celulares de cáncer (Malek et al., 2009). Por el contrario, se sabe mucho menos sobre 
las acciones de DHA en las plantas vasculares. Sin embargo, el DHA fue identificado como un 
componente importante de los extractos de acetato de etilo de cianobacterias o macrófitos acuáticos 
que inhiben la germinación de las semillas y crecimiento de las plántulas (Stevens & Merrill, 1980).  
Los apocarotanoides analizados en este estudio tienden a emitirse en niveles superiores en las 
plantas que sobreexpresan CrDOF en las horas diurnas. También, en las horas nocturnas CrDOF1 y 
CrDOF2 presentan una emisión superior a Col-0.  
 
7.3 EMISIÓN DE VOLÁTILES EN RITMO CIRCADIANO 
Algunas plantas emiten compuestos de manera rítmica durante un período de 24 horas, 
mientras que otros no, por lo que hay diferentes mecanismos que regulan la biosíntesis y/o emisión 
de estos compuestos volátiles (Kolosova et al., 2001). En lo que concierne a la emisión de volátiles, 
en la bibliografía consultada no se ha encontrado ningún estudio sobre la emisión de volátiles en 
ritmo circadiano en hojas de A. thaliana.  
No se ha encontrado en la bibliografía ningún estudio sobre la emisión de apocarotenoides en 
circadiano en A. thaliana, pero sí en Petunia spp. (Simkin et al., 2004). En el inicio del periodo de luz 
(18h de luz), los niveles de β-Ionona de corolas de petunia aumentan durante todo el día alcanzando 
un pico a las 20:30, mientras que durante la noche (6h de oscuridad) se produce una disminución 
(Simkin et al., 2004). Esto muestra que la formación de este apocarotenoide en petunia es diurna y 
está regulada directamente con la luz. En cambio, en este trabajo los resultados obtenidos nos 
revelan que durante las horas de la mañana (08:00h a 14:00h) hay un mínimo en la emisión,  y en las 
horas de la tarde (14:00h a 20:00h) se produce un aumento. Col-0 y CrDOF1 mantienen esos niveles 
durante la noche, y en CrDOF2 y CrDOF3 disminuyen los niveles.  
El Benzaldehído en flores de petunia, se emite antes de la aparición de la oscuridad y los 
niveles permanecen altos durante la noche antes de disminuir durante el día (Underwood et al., 
2005). Al igual que se ha visto en este estudio, la emisión de Benzaldehído, presenta un mínimo en 
las horas de la mañana (08:00h a 14:00h) y por la tarde se produce un aumento de emisión (14:00h a 
20:00h) que se mantiene en las horas diurnas en Col-0 y CrDOF1. 
En los volátiles analizados en este trabajo, en las primeras horas de la mañana (08:00h a 
14:00h) se tiende a formar mínimos (excepto en el caso de Hexanal) y en las horas de la tarde 
(14:00h a 20:00h) aumenta los niveles de emisión. En CrDOF2 y CrDOF3 se presentan niveles bajos 
de emisión por la noche, en cambio, Col-0 y CrDOF1 mantienen los niveles altos de emisión por la 




calidad, y se tuvieron que realizar en los muestreos previos a oscuridad y en las horas nocturnas, por 
tanto es uno de los motivos por los que se postula que éstas estén por debajo de Col-0 en estas 
horas (de 20:00h a 02:00h y de 02:00h a 8:00h). También hay que tener en cuenta la dificultad de 
analizar volátiles en esta planta modelo, debido a su pequeño tamaño y a sus bajo niveles de emisión.  
 
7.4 OBSERVACIONES GENERALES 
Por tanto, este trabajo sirve como precedente para estudios posteriores, ya que es necesario 
realizar otros con un mayor número de muestras vegetales para un mejor análisis estadístico, pero 
por falta de material no ha sido posible un mayor número de repeticiones. También, sería interesante 
realizar este ensayo con una mayor cantidad de muestra. La importancia de este estudio radica en 
que se ha podido observar una tendencia a una mayor emisión de volátiles en las líneas transgénicas. 
A pesar de que no se ha detectado MeJA, se han obtenido otros compuestos volátiles que 
pertenecen al grupo de las oxilipinas, como Hexanal y (E)-2-Hexenal. Estos resultados son de gran 
interés, debido a que las oxilipinas están directamente relacionadas con los mecanismos en la defensa 
de las plantas. Los apocarotenoides también presentan un enorme interés en la industria como 
potenciador del sabor y fragancias naturales. Las sustancias de sabor "natural" sólo se pueden 
preparar mediante procesos físicos (extracción de fuentes naturales) o por procesos enzimáticos o 
microbianos. Estos productos se han convertido en productos rentables, mientras que otros sabores 
que se producen en la naturaleza pero se obtienen a través métodos químicos, son menos apreciados 
por el consumidor (Ohmiya, 2009). Desde un punto de vista químico, no hay diferencia entre un 
compuesto sintetizado en la naturaleza y la molécula idéntica producida en el laboratorio, pero aun 
así el precio de un sabor que se vende como natural es a menudo significativamente más alto que los 
preparados por síntesis química.  
 Así pues, se ha descubierto que CrDOF además de provocar en Arabidopsis un retraso en la 
floración, puede estar implicado en una mayor emisión en ciertos volátiles en diferentes horas del día. 







Los volátiles analizados, Hexanal, 2-Hexenal, (E)-, Benzaldehído, β-Cyclocitral, β-Ionona y 
Dihydroactinidiolide, por GC-MS en las 4 líneas de A. thaliana (3 líneas independientes de  
sobreexpresión del gen CrDOF  y Col-0 como  control), tienden a emitirse en mayores niveles en las 
líneas transgénicas en distintos puntos del día. Los cambios observados, aunque no son homogéneos 
permiten concluir que el gen CrDOF activa la emisión de volátiles en hojas de A. thaliana. Dicho 
aumento es estadísticamente significativo en diferentes horas del día. Las diferencias tienden a 
observarse en las horas diurnas, con mínimos en las horas de la mañana y máximos en las horas de la 
tarde. 
Cabe resaltar la alta emisión de Hexanal en las líneas transgénicas (que activan la ruta de 
síntesis del ácido jasmónico) y la relación existente entre este hecho y el aumento de la emisión de 
este compuesto, según la bibliografía consultada, por aplicación exógena de Metil Jasmonato, así 
como respuesta a estrés.   
A pesar de estas conclusiones es necesario realizar estudios posteriores, para poder recabar 
datos adicionales que permitan aceptar o rechazar la hipótesis de una mayor emisión de volátiles en 
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ANEXO I 
Pico cromatográfico del patrón de Metil Jasmonato comparado con cromatogramas de las muestras analizadas 
Figura 1. Cromatograma donde se observa la abundancia de los volátiles emitidos por Col- 0 a los diferentes puntos del día en sus distintos tiempos de retención (min), y el patrón 
de MeJA. 
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Figura 2. Cromatograma donde se observa la abundancia de los volátiles emitidos por CrDOF1 a los diferentes puntos del día en sus distintos tiempos de retención (min), 




Cromatograma de los volátiles analizados en las líneas transgénicas frente a Col-0 
             Figura 1. Cromatograma donde se compara el compuesto Hexanal entre las muestras de Col-0 y de CrDOF1 para el punto de muestreo B (14:00h a 20:00h). 
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Figura 3. Cromatograma donde se compara el compuesto Benzaldehído entre las muestras de Col-0 y de CrDOF1 para el punto de muestreo B (14:00h a 20:00h). 
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Ejemplo de perfil de volátiles: línea Col-0_1 en el punto de muestreo A (08:00h a 14:00h) 
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